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(57) Resumo: VETORES AAV CODIFICANDO SUPEROXIDO
DISMUTASE. A presente invengéo refere-se a vetores de virus adeno-
associado (AAV) codificando superéxido dismutase (SOD), onde o
vetor AAV codificando SOD (AAV-SOD) pode ser usado para aplicar o
gene SOD a células alvo. As células alvo podem estar dentro de um
individuo tendo uma doenga ou condigéo para a qual a aplicagéo de
SOD as células alvo prové um beneficio terapéutico e/ou um efeito
terapéutico no individuo. Em um outro aspecto, a invengéo refere-se a
um sistema modelo para avaliagdo de compostos quanto a eficacia em
tratamento de esclerose amiotréfica lateral (ALS). O sistema modelo
pode compreender uma pluralidade de células transduzidas com um
vetor AAV codificando um gene SOD; as células transduzidas podem
exibir uma mudanga fenotipica associada com ALS. O sistema modelo
da invengéo pode ser usado para avaliar compostos quanto a eficacia
no tratamento de ALS.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "VETORES
AAV CODIFICANDO SUPEROXIDO DISMUTASE".

O presente pedidd de patente reivindica prioridade sob o 35
U.S.C. § 119(e) ao Pedido Provisério U.S. No. 60/697.450 depositado em 7 de
julho de 2005, cujos conteudos sdo aqui incorporados a titulo de referéncia.
Campo da Técnica

A presente invengao refere-se a modelos in vitro para a triagem

de compostos quanto a eficacia em tratamento de esclerose lateral amiotro-
fica (ALS). A presente invencéo refere-se também a vetores e métodos de
terapia de gene. | -

Antecedentes

~Doengas™ neurodegenerativas— apresentam questdes de Saﬂde '
publicas importantes. Por exemplo, esclerose lateral amiotréfica (ALS) é uma
doenga letal progressiva cruel que envolve destruicdo seletiva de ne_urénios'
motores. Informacgdo adicional com relagao a ALS pode ser encontrada no
Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) nimero dé acesso 105400 e
em .Rowland e Shneider (2001) Amyotrophic lateral sclerosis, New Eng. J.
Med. 3_44:1688-1700, cujas revelagdes sdo aqui incorporadas a titulo de re-
feréncia em suas totalidades.

Mutagdes em genes codificando superéxido dismutase (SOD)
estdo associadas com ALS. Trés variantes de SOD s&o conhecidas estar
preséntes em mamiferos. O SOD citopldsmico é uma enzima de cobre zinco
(Cu/Zn SOD) codificada por SOD1 (Weisiger e Fridovich (1973) J. Biol.
Chem. 248, 4793-4796). Conforme discthido ihfra, defeitos genéticos em
SOD1 foram associados com esclerose lateral amiotréfica familiar (fALS).
SOD mitocondrial (MnSOD) esta associado com manganés e é codificada
por SOD2. Li e outros ((1995) Nature Genetics 11, 376-381) descreve um
camundongo mutante onde o gene codificando SOD2 foi inativado. Uma ter-
ceira SOD de mamifero, codificada por SOD3 (Carlsson e outros (1995)
Proc. Natl. Acad. Sci., USA 92, 6264-6268), também contendo cobre e zinco,
estd localizada abundantemente extracelularmente. Inativacdo deste gene

nao resulta em nenhum fenétipo observavel.
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Aproximadamente 20% de fALS estdo ligados a mutagdes no
gene SOD1 (Julien, J.P., Cell (2001) 104:581-591). Camundongos transgé-
nicos superexpressando o gene SOD1 mutante onde glicina 93 foi mutada
para alanina (G93A) desenvolvem um disturbio paralitico de inicio .adulto
dominantemente herdado que tem muitas das caracteristicas clinicas e pato-
l6gicas de fALS (Gurney e outros, Science (1994) 264:1772-1775). No en-
tanto, até agora, os mecanismos moleculares que levam & degeneracao de
neurdnio motor em ALS e maioria das doengas de neurdnio motor permane-
cem pobremente compreendidos, e atualmente néo ha néhhuma terapia dis? g
ponivel para prevenir ou curar ALS. |

Métodos de triagem de compostos eficazes no tratamento de

‘ALS sdo inéficientes @ de trabalho intensivo, impedindo-o desenvolvimento
"de farmaco. Embora os camundongos transgénicos ALS discutidos acima

representem um método in vivo (til para triagem da eficacia de compostos
candidatos, experimentos com camundongos séo relativamente caros, con-
somem tempo e ndo sdo bem adequados para triagem de resultado em
grande quantidade. Outros experimentos se apoiam no estudo de expressao
de gene em amostras de humano post-mortem, que nao sao abundantes, e
ndo-submetidas & manipulagao experimental controlada.

Um modelo eficiente in vitro para ALS facilitaria a triagem réapida
de compostos terapéuticos potenciais. Compostos demonstrando efeitos
benéficos in vitro poderiam entdo ser validados mais com teste édicional, por
exemplo, usando os camundongos transgénicos discutidos acima. Métodos
in vitro existentes, no entanto, sdo inadequados para triagem de resultado '
em grande quantidade. Por exemplo, em um método, células individuais em
cultura priméria sdo microinjetadas com um plasmideo codificando um gene
SOD1 mutante (por exemplo, G93A) para imitar os efeitos de superexpres-
sdo do mesmo gene mutante em ALS. Tais células podem entéo ser trata-
das com um composto de interesse para determinar se 0 composto é capaz'
de reverter o(s) efeito(s) fenotipico(s) associado(s) com a superexpressao de
SOD1, tal como formacao de agregados ou inclusdes. Microinjegao, no en-

tanto, é de trabalho intensivo e pode ser realizada em apenas um numero
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- limitado de células, tornando dificil se obter resultados estatisticamente ro-

bustos.

Existe a necessidade de um sistema modelo para triagem de
compostos quanto & eficacia em reverter ou melhorar os efeitos de ALS,
modelo que deve ser condescendente & triagem de resultado em grande
quantidade e pe'rmitir' a avaliacdo de um numero estatisticamente significante
de células para determinar a eficacia de compostos de interesse.

SOD do tipo selvagem (ndo o mutante) pode ser atil como um
agente terapéutico. Varios distirbios sdo o resultado de estresse oxidativo,
isto é, a presenga de espécies oxigénio reativas prejudiciais (ROS) em célu-
las, tal como superéxido. Vide, por exemplo, Cash e outros, (2004) Med.
Chem. Rev. 1‘:‘1’9:23?‘S'upe"ré'xidO‘di"sm utase-catalisa-a conversao de superé-
xido em peréxido de hidrogénio e oxigénio molecular. O peréxido de hidro-
génio produzido por SOD é subsequentemente convertido em oxigénio mo-
lecular e agua por catalase, completando a conversdo de superoxido para
formas menos reativas, e entdo, menos prejudiciais, de oxigénio.

Antioxidantes, tal como vitamina A, vitamina C, glutationa, vita-
mina E, carotenos, 4cido lipdico e coenzima Qqo, podem ser administrados
para reduzir a produg@o e acumulo de tais espécies, mas tais agentes po-
dem ndo acumular para niveis eficazes dentro de células quando adminis-
trados sistemicamente. Como uma alternativa, aplicagdo sustentada da en-
zima SOD a tais células poderia ajudar a diminuir os efeitos prejudiciais de
formagao de superdéxido. ,

_ Existe a necessidade de vetores e métodos de terapia que se-
jam capazes de aplicar um gene de SOD a células em um individuo que
possa se beneficiar da atividade de SOD. Tais individuos incluem aqueles
que sofrem de distdrbios causando produgdo ou acumulo em excesso de
superéxido, aqueles expostos a condigdes ambientais causando producao
de superdxido ou acumulo em excesso, e até mesmo aqueles sujeitos ao
dano oxidativo cumulativo associado com envelhecimento normal.

Sumario da Invencao

Em um aspecto, a invenc¢ao refere-se a vetores de virus adeno-
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associados (AAV) codificando superéxido dismutase (SOD). Em uma moda-
lidade o SOD é SOD 1. Em outra modalidade, o gene de SOD1 contém uma
mutacdo associada com ALS, tal como Gly93Ala.

'Em uma modalidade, o vetor AAV codificando SOD (AAV-SOD)
é usado para aplicar o gene de SOD a células-alvo. Em uma modalidade as
células-alvo estao dentro de um individuo tendo uma doenga ou condi¢ao
para a qual aplicagdo de SOD as células-alvo prové um beneficio terapéuti-
co. Em algumas modalidades, aplicagdo de SOD resulta em um efeito tera-
péutico no individuo. Em outras modalidades, a doenga ou condig@o é sele-
cionada do grupo consistindo em doenga de Parkinson,doenga de Hunting-
ton, doenga do olho degénerativa (por exemplo, degeneragdo macular, retini-
te pigmentosa), doencga de Alzheimer, artrite reumatdide, doenga de Chron,
doenca de Peyronie, colite ulcerativa, isquemia cerebral (derrame), infarto do
miocardio (ataque cardiaco), trauma cerebral e/ou do cordéo espinhal, danov
por reperfusdo, ALS, sindrome de Down, cataratas, esquizofrenia, epilepsia,
leucemia humana e outros canceres e diabetes.

Em um outro aspecto a invencao refere-se a um sistema modelo
para triagem de compostos quanto a eficacia em tratamento de esclerose
lateral amiotréfica (ALS) compreendendo uma pIuraIidad.e de células trans-
duzidas com um vetor AAV codificando um gene de SOD1 contendo uma
mutagdo associada com ALS, tal como Gly93Ala. Em varias modalidades, o
vetor AAV da invengao é derivado de AAV-2, AAV-5 ou AAV-6. |

Em uma modalidade, a‘pluralidade de células transduzidas com
o vetor AAV compreende pelo menos 80% das células na populagdo onde
elas sdo encontradas, por exemplo, uma cultura primaria de células de cor-
déo espinhal de roedor. '

Em algumas modalidades as células transduzidas exibem uma
mudanca fenotipica associada com ALS. Em outras modalidades, um ou
mais compostos avaliados reduzem ou melhoram esta mudanga fénotipica.

Em ainda outro aspecto, a invencao refere-se a métodos de tria-
gem de compostos qUanto a eficacia em tratamento de ALS usando um sis-

tema modelo da invengéo.
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‘Descricao Detalhada

Breve Descricdo dos Desenhos
A Figura 1 é um diagrama esquematico de um vetor rAAV para
aplicagdo de hSOD1--Gly93Ala, referido como pVm-G93ASOD. Expressao

~ de hSOD1-Gly93Ala é direcionada pelo promotor de beta-actina de galinha.

O cassete de expressio esta localizado entre duas sequéncias ITR de AAV-
2. SOD1-Gly91Ala é também referido aqui como SOD "mutante".

A Figura 2 é um diagrama esquematico de um vetor rAAV para
aplicagdo de SOD1 humano do tipo selvagem, referido como pVm-WTSOD.
Expressdo de wtSOD1 é direcionada pelo promotor de beta-actina de gali-
nha. O cassete de expresséo esta localizado entre duas sequéncias ITR de
AAV-2.

A prética da presente invengdo vai empregar, a menos que de
outro modo indicado, métodos convencionais de virologia, microbiologia, bio-
logia de célula e molecular e técnicas de DNA recombinante dentro da habi-
lidade na técnica. Tais técnicas sdo explicadas integralmente na literatura.
Vide, por exemplo, Sambrook e outros, Molecular Cloning: A Laboratory Ma-
nual (E_dug:éo‘AtuaI); DNA Cloning: A Practical Approach, le. | & Il (D. Glo-
ver, Ed.); Oligonucleotide Synthesis (N. Gait, Ed., Edi¢ao Atual); Nucleic Acid
Hybridization (B. Hanes & S. Higgins, Eds., Edi¢do Atual); Transcription and
Translation (B. Hames & S. Higgins, eds., Edicao Atual); CRC Handbook of
Parvoviruses, Vol. | & Il (P. Tijssen, ed.); Fundamental Virology, 2a Edigao,
Vol. | & Il (B.N. Fields e D.M. Knipe, Eds.); Freschney, Culture of Animal Cel-
Is, A Manual of Basic Technique (Wiley-Liss, Te‘rceira Edicao); e Ausubel e
outros (1991) Current Protocols in Molecular Biology (Wiley Interscience,
NY). -

Todas as publicagbes, patentes, pedidos de patente e acessos a
bancos de dados (incluindo acessos OMIM) citados aqui sdo aqui incorpora-
dos a titulo de referéncia em sua totalidade.

A presente invengao refere-se a vetores AAV codificando SOD
que podem ser usados para criar um sistema modelo in vitro para ALS ou

como agentes terapéuticos.
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Mutacbes de SOD1 associadas com ALS

No aspecto da invengdo com relagdo a um sistema modelo de
ALS, o gene SOD codificado pelo vetor AAV compreende uma mutagao as-
sociada com ALS. "Uma mutagdo associada com ALS", conforme aqui usa-
do, refere-se a uma mutagdo em um gene de SOD que 'acontece' com maior
frequiéncia em individuos tendo ALS do que em individuos que n&o tém ALS.
A sequiéncia de amino acido de wtSOD1 é apresentada na Tabela 1. Muta-
¢oes conhecidas em SOD1 incluem Alad4Ser, Ala4Thr, Ala4Val (A4V;
147450.0012), Cys6Gly, Cys6Phe, Val7Glu, Leu8Val, LeUSGIn, Gly10Val,
Gly12Arg, Vall4Met, Val14Gly, Glyl6Ala, Glyl6Ser, AsnIQSef, Phe20Cys,
Glu21Gly, Glu21Lys, GIn22Leu, Gly37Arg (G37R; 147450.0001), Leu38Arg,
Leu38Val (L38V; 147450.0002), Gly41Asp (G41D;147450:0004), Gly41Ser,
His43Arg, Phe45Cys, His46Arg (H46R; 147450.0013), Val47Phe, His48Arg,
His48GIn, Glu4Slys, Thr54Arg, Cys57Arg, Ser5lle, Asn65Ser, Leu67Arg,
Gly72Cys, Gly72Ser, Asp76Tyr, Asp76Val, His80Ala, His80Arg, Leu84Val,
Gly8‘5Arg, Asn86Asp, Asn86Ser, Val87Met, Val87Ala, Ala89Thr, Ala89Val,

. Asp90Ala, Asp90Val, Gly93Ala (G93A; 147450.0008), Gly93Arg, Gly93Asp,

Gly93Cys (G93C; 147450.0007), Gly93Ser, Gly93Val, Ala95Thr, Asp96Asn,
Val97Met, Glu100Gly, Glu100Lys, Asp101Asn, Asp101Gly, Asp101His, I-
le104Phe, Leul06Val, lle113Thr (1113T; 147450.0011), Leul26Ter,
Ser134Asn,‘. Leul44Ser e Alal45Thr. Numeros seguind'o' mutag¢des, quando
presentes, representam numeros de referéncia OMIM para essas mutagodes.
Mutagdes de SOD1 sdo também reveladas em Rosen e outros (1993). Mu-
tacbes em gene de superdxido dismutase de Cu/Zn estdo associadas com ‘
esclerose lateral amiotréfica familiar, Nature 362:59-62; Cudkowic e outros,
(1997) "Epidemiology of mutations in superoxide dismutase in amyotrophic
lateral sclerosis", Ann. Neurol. 41:210-221; Belleroche_ e outros (1995). "Fa-
milial amyotrophic lateral sclerosis/motor neuron disease (FALS): a review of
current developments", J. Med. Genet. 32:841-847. Embora varias mutagoes
em SOD1 sejam reveladas aqui, nenhum desses mutantes sera util na cria-

¢ao de modelos de doenga para ALS.
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~ Tabela 1: Sequéncia de Amino Acido de wtSOD1

1 ATKAVCVLKG DGPVQGIINF EQKESNGPVK VWGSIKGLTE
GLHGFHVHEF |

51 GDNTAGCTSA GPHFNPLSRK HGGPKDEERH VGDLGNVTAD
KDGVADVSIE | |

101 DSVISLSGDH CIIGRTLVVH EKADDLGKGG NEESTKTGNA
GSRLACGVIG

151 IAQ (SEQ ID NO. 1)

Vetores de Virus Adeno-Associado |

Virus adeno-associado (AAV) tem sido usado com sucesso para

~ aplicar genes para terapia de gene e testes clinicos em seres humanos tém

demonstrado grande promessa (vide, por exemplo, Kay e outros, Nat. Genet.
(2000) ﬁ:257-261). Como o Unico sistema de vetor viral baseado em um
virus ndo-patogénico e de replicagdo defeituosa, virions de AAV recombi-

nantes tém sido usados com sucesso para estabelecer transferéncia de ge-

" ne eficiente e sustentada de ambas células em proliferagéo e terminalmente

diferenciadas em uma variedade de tecidos sem respostas imunes detecta-
veis ou toxidez (Buéler, H., Biol. Chem. (1999) 380:613-622). | _

O genoma de AAV é uma molécula de DNA de fiIamenfo sim-
ples, linear, contendo cerca de 4681 nucleotideos. O genoma de AAV ge-
ralmente compreende um genoma de ndo-repeticao interno flanqueado em
cada extremidade por repeticdes terminais invertidas (ITRs). As ITRs sao
aproximadamente de 145 pares de base (pb) de comprimento. As ITRs tém
funges multiplas, incluindo como origens de replicagao de DNA e como si-
nais de empacotamento para o genoma viral. A por¢ao nao-repetida interna
do genoma inclui duas estruturas de leitura aberta grandes, conhecidas co-
mo os genes de replicacdo (rep) e capsideo (cap) de AAV. Os genes rep e
cap codificam proteinas virais que permitem que o virus replique e empacote
em um_virion. Em particular, uma familia de pelo menos quatro proteinas
virais é expressa da regiao rep de AAV, Rep 78, Rep 68, Rep 52 e Rep 40,
nomeadas de acordo com seu peso molecular aparente. A regiao cap de

AAV codifica pelo menos trés proteinas, VP1, VP2 e VP3.
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AAV foi construido para aplicar genes de interesse através de
delegcdo da porgao de nao-repeticdo interna do genoma de AAV (isto &, os
genes rep e cap) e insergdo de um gene heterdlogo entre as ITRs. O gene
heterélogo é tipicamente funcionalmente ligado a um promotor heterdlogo
(constitutivo, especifico de célula ou induzivel) capaz de direcionar expressao
de gene nas células-alvo do paciente sob condi¢bes apropriadas. Sinais de
terminacao, tal como sitios de poliadenilagéo, podem ser também incluidos.

AAV é um virus dependente de auxiliar; isto é, ele requer co-
infeccao com um virus auxiliar (por exemplo, adenovirus, herpesvirus ou
vaccinia), a fim de formar virions de AAV no selvagem. Na auséncia de co-
infecg@o com um virus auxiliar, AAV estabelece um estado latente onde o
genoma viral se insere em um cromossomo da célula-hospedeiro, mas vi-
rions infecciosos ndao sado produzidos. Infecgdo subseqiiente por um virus
auxiliar "resgata" o genoma integrado, permitindo que ele replique e empa-‘
cote seu genoma em um virion de AAV infeccioso. Embora AAV possa infec-
tar células de espécies diferentes, o virus auxiliar deve ser da mesma espé-
cie que a célula-hospedeiro. Entao, por exemplo, AAV humano vai replicar
em células caninas co-infectadas com um adenovirus canino.

Em uma modalidade preferida da presente invengao, um método
de transfecgéo triplo (descrito é'm detalhe na Patente U.S. No. 6.001.650,
incorporada aqui a titulo de referéncia em sua totalidade) é usado para pro-
duzir virions de rAAV porque este método nao requer 0 uso de um virus au-
xiliar infeccioso, permitindo que os virions de rAAV sejam produzidos sem
qualquer virus auxiliar detectavel presente. Isto é conseguido através do uso
de trés vetores para produgéo de virion de rAAV: um vetor de fungéo auxiliar
de AAV, um vetor de funcdo acessorio e um vetor de expressao de rAAV.
Uma pessoa versada na técnica vai compreender que as sequiéncias de aci-
do nucléico codificadas por esses vetores podem ser providas em dois ou
mais vetores em varias combinagdes. |

O vetor de funcdo auxiliar de AAV codifica as seqiiéncias de
funcao auxiliar de AAV (isto é, rep e cap), que funcionam in trans para repli-
cacao e encapsidacao de AAV . produtivas. De preferéncia, o vetor de fungao
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- auxiliar de AAV apéia produgdo de vetor AAV eficiente sem gerar quaisquer

virions de AAV detectaveis contendo genes: rep e cap funcionais. Um exem-
plo de tal vetor, pHLP19 é descrito na Patente U.S. No. 6.001.650, ihcorpo-
rada aqui a titulo de referéncia em sua totalidade. Os genes rep e cap do
vetor de fungéo auxiliar AAV podem ser derivados de qualquer um dos soro-
tipos de AAV conhecidos, conforme acima explicado, por exemplo, o vetor
de funcéo auxiliar AAV pode ter um gene rep derivado de AAV-2 e um gene
cap derivado de AAV-6. Uma pessoa versada na técnica vai reconhecer que

outras combinagdes de genes rep e cap sdo possiveis, a caracteristica de

definigdo sendo a habilidade em apoiar produgao de virion de rAAV.

O vetor de fungéo acessorio codifica seqiiéncias de nucleotideo
para fungdes virais e/ou celulares derivadas de ndo-AAV das quais AAV é
dépendente para replicagao, referidas aqUi como fungdes acessorio. As fun-
¢bes acessorio incluem aquelas fungdes requeridas para replicagéo de AAV,
incluindo, sem limitagdo, aquelas porgbes envolvidas em ativagdo de trans-
cricao de gene de AAV, unido de mRNA de AAV especifico de estagio, repli-
cacdo de DNA de AAV, sintese de produtos de eXpresséo de cap e monta-
gem de capsideo de AAV. Fungdes acessérib baseadas em virais podem ser
derivadas de qualquer um dos virus auxiliares bem conhecidos tal como a- '
denovirus, herpesvirus (outros que ndo o virus herpes simplex tipo-1) e virus
vaccinia. Em uma modalidade preferida, o plasmideo de fungdo acessorio
pLadeno5 é usado. Detalhes com relagdo a pLadeno5 séo descritos na Pa-
tente U.S. No. 6.004.797, incorporada aqui a titulo de referéncia em sua tota-
lidade. Este plasmideo prové um conjunto completo de fun¢es acessorio de
adenovirus para produgdo de vetor AAV, mas nao tem os componentes ne-
cessarios para formar adenovirus coMpetentes em replicagao.
Vetores de Expressdao AAV Recombinantes

Vetores de expressdo AAV recombinantes (rAAV) sdo construi-

dos usando técnicas conhecidas para prover componentes operativamente
ligados incluindo elementos de controle (incluindo uma regido de iniciagao
transcripcional), o polinucleotideo de codificagdo de SOD de interesse e uma

regido de terminac&o transcripcional. O construto resultante contém os com-
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ponentes operativamente ligados (5' e 3') ligados com seqiiéncias de ITR de

\ AVV funcionais.

Em modalidades direcionadas a um sistema modelo para o es-
tudo de ALS, os elementos de controle sao selecionados para serem funcio-
nais em uma célula neuronal de mamifero. Em modalidades direcionadas a
vetores AAV-SOD para usos terapéuticos, os elementos de controle sdo se-
lecionados para serem funcionais na célula-alvo ou tecido de interesse. Em-
bora elementos de controle especificos de tecido e regulaveis sejam deseja-
dos em algumas modalidades da presente invengao, _oUtras modalidades
envolvem o uso de promotores constitutivos. |

As sequéncias de nucleotideo de regides de ITR de AAV séo

“conhecidas. Vide; por exemplo, Kotin, R.M. (1994)~Human- Gene Therapy

5:793-801: Berns, K.I. "Parvoviridae and their Replication" em Fundamental
Virology, 2a Edigao, (B.N. Fields e D.M. Knipe, eds) para a sequéncia de.
AAV-2. ITRs de AVV usadas nos vetores da invengdao nao precisam ter uma
sequéncia de nucleotideo do tipo selvagem, e podem ser alteradas, por e-
xemplo, através da insercdo, delegcao ou substituicdo de nucleotideos. Adi-
cionalmente, ITRs de AAV podem ser derivadas de qualquer um de varios
sorotipos de AAV, incluindo, sem limitagdo, AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4,
AAV-5, AAV-6, AAV-7 e AAV-8, etc. ITRs de AAV podem ser também deri-
vadas, pof eXemplo, de variantes de AAV isoladas de fontes de murino, ca-
prino ou bovino. Ainda, as ITRs 5' e 3' que flanqueiam uma séqﬂéncia de
nucleotideo selecionada em um vetor de expressao AAV nao precisam ser
necessariamente idénticas ou derivadas do mesmo sbrotipo ou isolato de
AAV, contanto que elas funcionem conforme pretendido, isto €, para permitir
excisdo e resgate da'seqﬁéncia de interesse a partir do genoma ou vetor da
célula-hospedeiro, e permitir integracdo da molécula de DNA no genoma da
célula recipiente quando produtoé de gene rep de AAV estao presentes na
célula. |
Sorotipos de AAV diferentes podem ser usados para especifica-
mente direcionar tipos de célula diferentes. Por exemplo, em varias modali-
dades, os vetores da presente invengdo sdo derivados de AAV-2, AAV-5 e
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AAV-6. Por exemplo, em culturas neurais motoras de rato primarias, vetores:
derivados de AAV-6 direcionam a expressdao de SOD principalmente em
neurdnios; vetores derivados de AAV-2 direcionam a expressdo de SOD em
ambos neurdnios e glia; e vetores derivados de AAV-5 direcionam expressao
de SOD principalmente em giia. hSOD1-Gly93Ala causa mudangas morfolo-
gicas em neurdnios motores que estdo associadas com patologia quando
aplicado usando um vetor derivado de AAV-2 mas nao causa patologia em
neurdnios motores quando aplicado usando um vetor derivado de AAV-5.
Usos Terapéuticos de AAV-SOD

Em vérias modalidades da invengdo com relagdo a usos tera-
péuticos de rAAV-SOD, vetores rAAV sdo usados para aplicar os genes
SOD1,'SOD2 ou SODS3, ou qualquer combinag¢éo deles. Em uma modalida-
de particular, SOD1 é aplicado.

Os vetores descritos aqui podem ser usados para tratar ou pre-
venir doencas ou condi¢des associadas com niveis indesejados de ROS e
radicais livres, ou estresse oxidativo em geral. ROS s&o também geradas
como efeitos colaterais prejudiciais de alguns farmacos terapéuticos. Vide,
por exemp|o;'Chan e outros (1996) Adv. Neurol. 71:271-279; DiGiuseppi e
Fridovich (1984) Crit. Rev. Toxicol. 12:315-342. Condigdes que podem ser
tratadas usando os vetores AAV-SOD da presente invengao incluem doenga
de Parkinson, doenca de Huntington, doencas degenerativas do olho (por
exemplo, degeneragao macular, retinite pigmentosa), doenga de Alzheimer,
artrite reumatéide, doenga de Crohn, doenca de Peyronie, colite ulcerativa,
isquemia cerebral (derrame), infarto do miocardio (ataque cardiaco), trauma
cerebral e/ou ao corddao espinhal, dano por reperfusdo, ALS, sindrome de
Down, cataratas, esquizofrenia, epilebsia, leucemia humana e outros cance-
res e diabetes.

Até mesmo individuos sofrendo de nada mais do que dano oxi-
dativo normal associado com envelhecimento podem se beneficiar dos veto-
res e métodos da presente invengdo. Um aumento progressivo de estresse
oxidativo devido a formagdo de ROS e radicais livres acontece durante o
envelhecimento (vide, por exemplo, Mecocci, P. e outros (2000) Free Radio.
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Biol. Med., 28:1243-1248), conforme evidenciado por um aumento na forma-
cdo de peroxidatos de lipideo em tecidos de rato (Erdincler, D. S. e outros
(1997) Clin. Chim. Acta, 265:77-84) e células sanglineas em pacientes hu-
manos mais velhos (Congi, F. e outros (1995) Presse. Med., 24:1115-1118).
Uma revisao recente (Niki, E'., Intern. Med. (2000) 39:324-326) relétou que
dano a tecido aumentado por ROS e radicais livres poderia ser atribuido aos
niveis menores das enzimas antioxidativas SOD e CAT que acontecem du-
rante envelhecimento. Por exemplo, animais transgénicos gerados através
de inser¢do de genes de SOD extra no genoma de camundongo_s foram veri-
ficados ter niveis menores de dano por ROS e radical livre. Tais animais

também tinham um tempo de vida prolongado. Evidéncia mais recente indi-

~—cou queadministragdo-de—um pequeno composto manganés porfirina que

imita atividade de SODlevou a uma extensao de 44% de tempo de vida do
verme nematdide Caenorhabditis elegans (S. Melow e outros (2000) Scien-v
ce, 289:1567-1569). Deste modo, os vetores e métodos da presente inven-
¢ao podem prevenir e/ou agir contra o dano a tecido aumentado e expectati-
va de vida menor causados pelos niveis elevados de ROS e radicais livres
que acompanham o prbcesso de envelhecimento.

Conforme aqui usado, "tratamento” de ALS inclui reversdo de

. dano preexistente, prevengao de dano adicional e diminuigao da progressao

de dano, cada um dos quais € um resultado terapeuticamente desejavel. Um
vetor rAAV-SOD terapéutico, ou um composto encontrado usando um siste-
ma modelo de ALS in vitro da presente invengao, nao precisa reverter dano
preexistente para ser considerado terapeuticamente eficaz. Qualquer trata-
mento que pelo menos diminua a progressdo de ALS em um individuo pode
ser considerado terapeuticamente eficaz.

Sistemas Modelo In Vitro de ALS para Avaliar Compostos Terapéuticos

Conforme descrito em mais detalhe nos Exemplos, os vetores
AAV-SOD da presente invengdo podem ser usados para criar u‘m sistema
modelo in vitro para ALS, sistema modelo que pode ser usado para avaliar
compostos quanto a eficacia no tratamento ou prevengao de ALS. Em uma
modalidade, um SOD1 mutante conhecido associado com ALS (SOD1-
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Gly93Ala) é clonado em um vetor AAV e um virion recombinante (rAAV-
SOD1-Gly93Ala) é produzido. rAAV-SOD1-Gly93Ala é entdo usado para
transduzir uma cultura priméria a partir de um tecido representativo, tal como
cordéo espinhal de rato ou cérebro de rato. A cultura é entdo experimentada
3-5 dias pos-transfecgao para confirmar que alguns dos neurdnios dentro da
cultura exibem mudancas morfolégicas associadas com ALS, tal como a
formacdo de agregados de SOD ou vacuolizagéo. Tais células sdo referidas
aqui como "células do tipo ALS". Tais agregados podem ser visualizados
através de imunoistoquimica. Em modalidades preferidas, a porcentagem de
células tipo ALS na cultura é alta, tal como 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ou
95% ou mais. Quanto maior a porcenfagem de células do tipo ALS em uma
cultura maior o nimero de compostos-que-podem-ser- avaliados, ou maior o
numero de réplicas para cada composto individual, usando as células dé
cultura. '

Triagem é realizada expondo células do tipo ALS a um ou mais
compostos de interesse e subsequentemente determinando se o fenétipo da
célula do tipo ALS é alterado em um modo refletindo melhora das caracteris-
ticas de ALS, tal como uma diminuicdo em agregados de SOD. Em algumas
modalidades, compostos sdo adicionados individualmente para isolar cultu-
ras de células do tipo ALS, tal como culturas em garrafas, pratos, placas in-
dividuais ou cavidades em uma placa multicavidade. Em outras modalidades
compostos sdo adicionados como misturas de varios compostos. Em algu-
mas modalidades, compostos sao adicionados como bibliotecas combinato-
riais ou sub-bibliotecas de compostos. Em algumas modalidades as identi-
dades dos compostos ativos dentro de uma mistura de compostos é deter-
minada através de desconvolugdo de dados obtidos com sobreposicao de
sub-bibliotecas de compostos. Em outras modalidades a identidade de com-
postos ativos é determinada através da triagem dos compostos individuais
em uma mistura ativa separadamente ou em grupos pequenos. O método de
detec¢do dos compostos ativos em uma mistura de compostos ou em uma
biblioteca nao é um aspecto critico da invengao.

Conforme demonstrado no Exemplo 1, o uso de SOD1-Gly93Ala
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como o gene SOD mutante causa a formagéo de agregados de SOD dentro
de neurdnios motores espinhais de rato transduzidos e células gliais, e va-
cuolizagdo de neurdnios estriais e células gliais de cérebro de rato. As carac-
teristicas morfolégicas podem ser observadas visualmente através de imu-
nocitoquimica, como pode qualquer reversao de tais caracteristicas morfold-
gicas quando células transduzidas s&o tratadas com um agente ou tratamen-
to terapéutico potencial. Em outras modalidades, a observagao de fendtipo
do tipo ALS é automatizada, por exemplo, através de anallse de imagem
auxiliada por computador que é capaz de detectar agregagao ou vacuoliza-
¢do sem intervengdo humana. Tal andlise de imagem auxmada por compu-
tador é particularmente preferida na triagem de grandes numeros de agentes

“ou tratamentos terapéuticos potenciais. Em ainda outras modalidades, mu-
tantes de SOD1 outros que ndo Gly93Ala sdo usados, e o fendtipo de célu-

las transduzidas com esses outros genes de SOD1 mutantes pode diferir do
fenotipo associado com transdugdo de SODGIly93Ala. Qualquer mudanca
fenotipica detectavel associada com transdugdo de SOD mutante pode ser
usada para avaliar ambos se células foram transduzidas para um fenétipo do
tipo ALS e também se um agente ou tratamento terapéutico potencial é efi-
caz em reverter o fenétipo do tipo ALS.

Compostos que podem ser triados incluem quaisquer compostos
que podem ser providos nas culturas de células do tipo ALS. Esses compos-
tos incluem, mas ndo estdo limitados a, produtos naturais (ou misturas bru-
tas ou componentes altamente purificados), compostos sintéticos, bibliotecas
combinatoriais e bibliotecas de compostos farmaceuti.camente ativos conhe-
cidos. Compostos sintéticos podem ser aleatoriamente selecionados ou sin-
tetizados especificamente para uso em tratamento de ALS usando design de
farmaco sensato. Bibliotecas combinatoriais podem ser derivadas de sintese
combinatorial de moléculas pequenas ou através de sintese combinatorial de
moléculas poliméricas, tal como oligonucleotideos, oligossacarideos ou pep;
tideos. Bibliotecas a serem avaliadas usando o sistema modelo in vitro de
ALS da presente invengdo podem compreender qualquer numero de com-
postos individuais, incluindo 10, 50, 100, 500, 1000, 10.000, 100.000 a
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1.000.000 ou mais. "Triagem com resultado em grande quantidade”, confor--
me aqui usado, refere-se a triagem de mais compostos por tempo unitario
(por exemplo, por dia) do que' é possivel com o mesmo gasto de tempo e
esforco usando ensaios tal como o modelo SOD1-Gly93Ala de camundongo
transgénico. Em varias modalidades, triagem com resuitado em grande
quantidade refere-se a triagem de 10, 20, 50, 100,_500, 1000, 2000, 5000 ou
mais compostos por dia. Os sistemas modelo da presente invengéo podem
ser também usados para avaliar tratamentos que ndo envolvem adigéo de .
um agente para a habilidade do tratamento em reverter ou prevenir fendtipo

Compbstos mostrando eficacia em um ensaio in vitro da presen-
te invencao podem ser entdo estudados mais, por exemplo; em outros en-
saios in vitro, ensaios in vivo (tal como camundongos de ALS, conforme
descrito supra) ou em testes clinicos. Tais testes subseqﬁentés sao de tra-
balho relativamente mais intensivo, consumidores de tempo e caros do que
o sistema modelo in vitro da presente invengdo, e entdo n&do seria pratico
avaliar um numero grande de compostos usando tais testes de trabalho in-
tensivo. E possivel, usando o modelo de ALS in vitro da presente invengéo,
reduzir 0 numero de compostos candidatos suficientemente para tornar tal
teste de trabalho intensivo pratico. Deste modo 0 ensaio in vivo da presente
invengdo torna possivel a triagem de mais compostos do que seria pratica-
mente possivel usando métodos de triagem da técnica anterior, deste modo
aumentando as chances de encontro de um primeiro composto eficaz para
tratamento ou prevengao de ALS. '
Usos de Pesquisa Basica de Sistemas Modelo In Vitro de ALS

Os sistemas modelo de ALS da invengdo ndo apenas provéem

um método eficiente para triagem de resultado em grande quantidade, eles
também provéem um modelo experimentél valioso para estudo de patogé-
nese de doenga, e definicdo das bases para vulnerabilidade seletiva de neu-
rénios motores em ALS. Por exemplo, células em cultura primaria podem ser
transduzidas com um virion de AAV codificando uma SOD1 mutante associ-
ado com ALS, e RNA pode ser coletado das células transduzidas em mo-
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mentos de quatro horas a quatro dias péds-transdugdo. RNA é também obtido
de células de controle que sdo ou transduzidas com virions de AAV codifi-
cando wtSOD1 ou células que ndo s&o tranduzidas com quaisquer virions.
As amostras de RNA sdo entao submetidas a andlise de expressao de gene
em um Affymetrix Gene Chip® para determinar quais genes sao superex-
pressos, e quais sdo subexpressos, nas células modelo de ALS comparado
com os controles. Genes mostrando expresséo diferencial podem represen-
tar caminhos atraentes para intervengao terapéutica.

Sistemas Modelo In Vivo (Animal) de ALS para Avaliar Cdmpostos Terapéu-

ticos |

Vetores AAV recombinantes codificando formas mutantes de
SOD podem ser também usados pa‘ra criar novos modelos -animais para
ALS. Animais podem ser administrados com vetores rAAV (por exemplo,
virions de rAAV) codificando um gene SOD1 mutante para produzir fenétipd
do tipo ALS. Animais exibindo um fehétipo alterado, incluindo fenétipos imi-
tando os sintomas de ALS, sdo entdo usados em experimentos para testar a
eficacia de compostos ou tratamentos terapéuticos potenciais. Compostos
que causam uma revefséo em fendtipo do tipo ALS podem ser entao estu-
dados mais para desenvolvimento como agentes terapéuticos. Animais que
podem ser usados em tais modélos ALS incluem, mas nao estao limitado a,
camundongbs, ratos e primatas nao-humanos.

Exemplos de modalidades especificas da presente ihvengéo sao
providos abaixo. Os exemplos sdo oferecidos para propositos ilustrativos
apenas, e nao pretendem limitar o escopo da preSente invencao de modo
algum.

Exemplo 1:
Modelo In Vitro de ALS em Culturas Neurais Motoras de Rato Primarias

Um sistema modelo in vitro para ALS é cohstruido como segue.
Dois vetores AAV sao criados através de clonagem ou do gene do tipo sel- |
vagem de SOD1 humana (hSOD1wt) ou um gene de SOD1 mutante
(hSOD1-Gly93Ala) erh um vetor derivado de AAV-2 compreendendo duas
repeticOes terminais invertidas de AAV (ITRs) de modo que a expressao do
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gene de SOD ¢ direcionada pelo promotor de beta-actina de galinha.

O vetor rAAV2-SOD1-Gly93Ala resultante é entdo empacotado
em virions AAV-2 (vide Patentes U.S. Nos. 6.001.650 e 6.004.797) e usado
para transduzir culturas neurais motoras de rato primarias. Microscopia de
fluorescéncia 3-5 dias pds-transdugdo descreve que células transduzidas
exibem mudancgas patoldgicas caracteristicas de ALS, tal como distribuigcao
anormal de proteina SOD mutante em agregados pontuados na maioria dos
neurdnios motores expressando SOD mutante, extensdes de citoplasma pe-
ricarial e inchago de processos neurais motores, morte apoptética de neuré-
nios motores e ativagdo de astrocitos. rAAV2-SOD1wt é usado como um
controle no modelo de ALS da inveng&o uma vez que transdugéo com este
vetor ndo causa quaiquﬁ‘m‘ud‘&néas fenotipicas associadas com ALS nas
células-alvo. | _ '

A presenca de SOD foi visualizada com imunoistoquimica em
neurdnios motores em uma cultura primaria de um cordéo espinhal de rato
de aproximadamente 3-5 dias apds transdugao com vetbres AAV-2 codifi-
cando pVm-WTSOD ou me-GQSASOD, respectivamente. Imunoistoquimica
foi realizada com um anticorpo priméario IgG anti-SOD1 de camundongo e
um anticorpo secundario IgG anti-camundongo de cabra marcado com Ale- '
xa-594. Neurbnios transduzidos com pVm-G93ASOD mostram SOD1 agre-
gado que ndo é observado em neurdnios transduzidos com pVm-WTSOD.

A presenga de SOD foi visualizada através de imunoistoquimica
em células gliais em uma cultura primaria de cordao espinhal de rato apro-
ximadamente 3-5 dias apos transdugdo com vetores AAV2 codificando pVm-
WTSOD ou pVm-G93ASOD, respectivamente. Células gliais transduzidas
com pVm-G93ASOD mostram SOD1 agregado que nado é observado em
células gliais transduzidas com pVm-WTSOQOD.

Experimentos separados sdo realizados, analogamente aqueles -
descritos acima, mas usando vetores AAV derivados de AAV-5 e AAV-6, isto
é, vetores AAV onde as ITRs séo derivadas de AAV-5 e AAV-6, respectiva-
mente. Virions de rAAV-5 e rAAV-6 sdo entdo produzidos usando sistemas

de empacotamento que usam genes de proteina capsideo de AAV-5 ou
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AAV-6, respectivamente. _ _

A presenga de SOD foi visualizada através de imunoistoquimica
em neurdnios motores em uma cultura primaria de corddo de rato espinhal
de aproximadamente 3-5 dias apés transdugdo com vetores AAV-6 codifi-
cando pVm-WTSOD ou pVmG93ASOD. Neurdnios transduzidos com pVm-
G93ASOD mostram SOD1 agregado que ndo é observado em neurdnios |
transduzidos com wtSOD1.

Resultados mostram que genes aplicados usando virions de rA-
AV-6 sdo predominantemente expressos em neurdnios enduanto genes apli-
cados usando virions de rAAV-2 sd30 expressos ambos em neurdnios e em
glia (conforme discutido supra). Genes aplicados usando virions de rAAV-5

~ 80 expressos apenas-em glia, e transdugdo de virion-de rAAV-5-néo cau-

sou patologia em neurénios motores.

Os efeitos fenotipicos de transdugdo de rAAV-SOD em neur6-
nios motores sé&o medidos novamente 6-7 dias e 12 dias pés-transdugéo. Os
resultados mostram progressdo de agregagao com o tempo levando a morte
celular em 12 dias pds-transducgado. A presenga de SOD foi visualizada atra-
vés de imunoistoquimica em neurdnios motores em uma cultura primaria de
um cord@o espinhal de rato aproximadamente 6-7 dias apés transdugéo com

- vetores AAV2 codificando pVm-G93ASOD. Agregagao de SOD1 em neur6-

nios transduzidos com pVm-G93ASOD ¢é mais extensiva do que ela era em
3-5 dias apds transdugio, ilustrando a progressao de dano com o tempo. A
presenca de SOD foi visualizada através de imunoistoquimica em neurdnios
motores em uma cultura primaria de cordao espinhaln de rato aproximada-
mente 12 dias apds transdugdo com vetores AAV2 codificando pVm-
G93ASOD. Os resultados mostram que SOD-Gly93Ala é téxico para as célu-
las, e que ele eventualmente as mata. |
A morfologia de neurbnios motores 6-7 dias apds transdugao

com rAAV-SOD1-G93A foi avaliada e comparada com a morfologia de neu- |
rénios motores de um paciente com ALS. A presenga de SOD foi visualizada
através de imunoistoquimica em uma cultura primaria de cordao espinhal de

rato aproximadamente 6-7 dias apds transdugdo com vetores AAV2 codifi-



10

15

20

25

30

19

cando pVm-G93ASOD. Células transduzidas com rAAV-SOD1-G93A em:
cultura exibem o mesmo ihchago axonal focal caracteristico de neurdnios
motores de ALS, sugerindo que o sistema modelo de ALS in vitro da presen-
te invengéo imita o estado de doenga. Neurbnios transduzidos com pVm-
G93ASOD mostram extensdes de citoplasma pericarial e inchago de proces-
s0s neurais motores nos dias 6-7 que sao similares aqueles vistos em neu-
rénios motores de pacientes com ALS.

Os mesmos virions usados para transduzir culturas de cordao
espinhal de rato. (supra) sdo também usados para transduzir neurénios estri-

atais de culturas de cérebro de rato primarias. Imunocitoquimica das células

transduzidas 3-5 dias pés-transducdo mostra que neurdnios estriatais exi-

bem vacuolizagdo quando transduzidos com vetores expressando SOD1-
G93A. Um fenétipd similar é observado quando células gliais de uma cultura
priméaria de cérebro de rato séo transduzidas com vetores AAV expressando
SOD1-G93A. As células gliais do cérebro exibem vacuolizagdo quando
transduzidas com pVm-G93ASOD, conforme contrastado com o agregamen-
to observado com tratamento similar de células gliais espinhais (discutido
supra). Este fenétipo observado nas células»de cérebro contrasta com a for-
magéao de agregado de SOD1 observada em neurbnios motores espinhais e
glia transduzidos.

Experimentos confirmam que as células expressando SOD1-
G93A sdo de fato neurdnios motores. Imunocitoquimica foi realizada em cé-
lulas em uma cultura primaria de cordao espinhal de rato aproximadamente
5-6 dias pos-transdugdo com rAAV-SOD1wt ou rAAV-SOD1-G93A. Um pri-
meiro experimento envolveu detecgdo imunocitoquimica de ambos SOD e
neurofilamento leve (NF-L). Ambos SOD e neurofilamento leve (NF-L) foram
detectados em neurdnios motores em uma cultura priméria de corddo espi-
nhal de rato aproximadamente 3-5 dias apés transdugdo com vetores AAV2
codificando pVm-WTSOD ou pVm-G93ASOD, respectivamente. NF-L € um
marcador neural especifico. Tingimento de ambos SOD e NF-L na mesma
célula confirma que a célula é um neurdnio. Um segundo experimento envol-

ve deteccdo imunocitoquimica de ambos SOD e colina acetiltransferase
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(ChAT). Ambos SOD e colina acetiltransferase (ChaT) foram detectados em
neurdnios motores em uma cultura primaria de cordao espinhal de rato apro-
ximadamente 3-5 dias apds transdugdo com vetores AAV-2 codificando
pVm-WTSOD ou pVm-G93ASOD, respectivamente. ChAT é um marcador
especifico para neurénios motores. Tingimento de ambos SOD e ChAT na
mesma célula confirma que a célula € um neurdnio motor. Esses experimen-
tos demonstram expfesséo de SOD dentro das células expressando protei-
nas que sao caracteristicas de neurdnios motores.

Microscopia por fluorescéncia indica que ap_rdXimadamente 90%
de todas as células na cultura neural motora de rato priméaria sao transduzi-
dos. A alta eficiéncia de transdugéo usando rAAV-SOD1-Gly93Ala prové um

-grande numero-de células adequadas para uso no ensaio com relativamente

pouco trabalho, simplesmente através da adigdo do numero apropriado de
particulas virais e incubacdo. Neste exemplo células séo transduzidas com |
100.00 particulas de rAAV-SOD1-Gly93Ala por célula, isto é, a multiplicidade
de infecgd@o (MOI) é 105. Outros experimentos (ndo mostrados) mostram que
uma MOI tao baixa quanto 1000 é igualmente eficaz na provisdo de transdu-
¢do maxima (90%). O numero alto de células transduzidas torna possivel
observar os efeitos de qualquer dado composto de interesse em um numero
estatisticamente significante de células diferentes, e entdo permite conclu-
sbes estatisticamente robustas. Isto deve ser contrastado com métodos an-
teriores envolvendo microinjegao de plasmideos codificando SOD mutante
em células individuais, que como uma matéria pratica ndo é capaz de prover
um numero estatisticamente significante de células para triagem de resulta-
do em grande quantidade.

'Este modelo epigenético, que emprega um vetor viral transdu-
zindo um grande numero de neurc‘)nios motores e outras células simultane-
amente, pode facilitar estudos da patologia molecular de ALS, a geragao de
novos modelos animais de ALS e triagem de farmacos para ALS. |

Materiais e métodos para Exemplo 1 »séo como segue.
Construcdo de plasmideos de SOD ofpVm-wtSOD e pVm-G93A

Genes de SOD humanos de tipo selvagem e mutante G93A sao
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amplificados através de PCR com o iniciador adiantando contendo um sitio
Hindlll incorporado e o iniciador reverso com um sitio Notl incorporado.

5 -AGCTAAGCTTCCACCATGGCGACGAAGGCCGTGTG-3_ ( No. HC146)
(SEQ ID NO. 2) ‘ _
5-ATATGCGGCCGCTTATTGGGCGATCCCAATIACACCA-3' (No. HC 147)

(SEQ ID NO. 3). |
Os produtos de PCR sdo digeridos com enzimas de restricao

Hindlll e Notl e clonados nos sitios Hindlll e Notl de plasmideo F101, e os
genes sdo postos sob o controle de promotor de beta-actina de galinha e
flanqueados por ambas ITRs de AAV para criar 0s plasmideos F101-wtSOD
e F101-G93A. wtSOD e G93A, junto com o promotor beta-actina de galinha,
sdo cortados de F101-wtSOD e F101-G93A com Bglll e Notl e clonados nos
sitios Sphl e Ncol de pVm-LacZ usando ligantes Sphl-Bglll e Notl-wtSOD.
Os construtos séo verificados através de andlise de sequenciamento e cha-
mados pVm-wtSOD (Figura 2) e pVm-G93ASOD (Figura 1). Os plasmideos
sdo entdao amplificados e usados para transfectar células 293 para produzir
vetores AAV.

- .Culturas neurais primarias

Culturas primérias de corddo espinhal ou cérebro dissociado sdo
preparadas a partir de embriées de rato Sprague-Dawley de 15 dias. Tecido
de estriato ou corddo espinhal dissecado € moido em pequenos pedagos e
incubado com tripsina por 30 minutos. Seguindo dissociagéo, o tecido € en-
tao triturado através de uma pipeta Pasteur e células sdo postas em placa
em uma densidade de 350.000 (neurOnios estriatais) ou 700.000 células
(neurdnios do corddo espinhal) por cavidade em placas de cultura de 12 ca-
vidades (Fisher Scientific, Chicago, IL), contendo coberturas de vidro de 18
mm, redondas (Fisher Scientific, Chicago, IL) revestidas com poli-D-lisina
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Para culturas estriatais 0 meio & meio
neurobasal (Invitrogen, Chicago, IL) suplementado com 2% de B-27, L-
glutamina a 0,5 mM e &cido L-glutdmino a 25 mM. Culturas s&do alimentadas
uma vez por semana a fim de manter as células. Para culturas de cordao
espinhal o meio é meio essencial minimo eagle (EMEM), (ATCC, Manassas,
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Virginia) enriquecido com 2,5 g de D-glicose e suplementado com 2% de
soro de cavalo, 5% de soro bovino fetal, 1% de Penstrep e fatores de cres-
cimento. As culturas sdo alimentadas duas vezes por semana para se obter
crescimento e estabilidade celular 6timos. Células nao-neurais s@éo minimi-
zadas através de tratamento das culturas nos dias 4-6 com 1,4 pg/ml de ci-
tosina-B-D-arabinose (Calbiochem). As culturas s_éo mantidas a 37° C em
CO, a 5%. As células sdo usadas nos experimentos 2-3 semanas apos dis-
sociagao, a fim de permitir crescimento neuronal motor e diferenci_agéo de
outros neurdnios. »‘
Tratamento de culturas

Culturas estriatais e culturas de cordao espinhal sdo incubadas
com AAV-hSODwt ou AAV-hG93A (10° genomas-de vetor (vg) por célula)
para atingir expressao de vetores maxima.

Imunocitoquimica

Células estriatais e de cordao espinhal cultivadas em coberturas
de vidro sdo fixadas com 4% de paraformaldeido e permeabilizadas por
0,05% de NP-40. Solugéo de bloqueio contendo IX PBS, 3% de BSA e 2%
de soro de cabra é uéada. Imunocitoguimica é realizada com os seguintes
anticorpos: Neurofilamento-L (NF-L; AB1983; 1:100, Chemicon Inc.), Colina-
Actiltransferase (ChAT; AB143 e MAB305 1:10, Chemicon, Inc.), Superoxido
Dismutase (:SOD; 52 1:300, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) Proteina

»

- Acida Fibrilar Glial (GFAP:AB5804, 1:500, Chemicon Inc.). Todos os anticor-

pos s&o diluidos em solugdo de bloqueio. Distribuigdo de anticorpo € visuali-
zada através de microscopia de epifluorescéncia apds incubagdo com anti-
corpos secundarios: conjugado IgG de anticamundongo/anticoelho/anti-rato
para Alexa Fluor 488 (verde) ou Alexa Fluor 594 (vermelho), diluido 1:200
(Molecular Probes).

Exemplo 2: _
Avaliagdo de um Peptideo de IL-10 como um Candidato para

Tratamento de ALS A
O valor do sistema modelo de ALS in vitro do Exemplo 1 da in-

vencao é ilustrado através de um ensaio para avaliar o efeito de um peptideo
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- derivado de IL-10 sobre ALS.

Fabricacdo de oligopeptideo é conseguida através de métodos
de sintese de fase sélida conhécidos daqueles versados na técnica. Andlise
dos oligopeptideos sintetizados inclui espectrometria de massa por eletro-
pulverizagdo, cromatografia liquida de alto desempenho e aparéncia visual
do pfoduto purificado. O(s) oligopeptideo(s) é/sdo preparado(s) em agua
para injecdo a 1 mg/ml. Um exemplo de um peptideo derivado de IL-10 a-
propriado (Patente U.S. No. 6.159.937) e um peptideo de controle 'embara-
lhado' sd@o providos na Tabela 2. Sequéncias de peptideo séo providas na
direcdo terminal N—C convencional. Amino&cidos sdo nomeados usando a
nomenclatura de trés letras.

Tabela 2:

Peptide de IL-10 Humano Ala-Tyr-Met-Thr-Met-Lys-lle-Arg-Asn (SEQ ID
NO. 4) |

Peptideo 'embaralhado’ Arg-lle-Lys-Asn-Met-Ala-Thr-Tyr-Met (SEQ ID
NO. 5)

Embora uma sequéncia de peptideo exemplar seja provida na
Tabela 2, seria claro a um versado na técnica que varias modificagGes ou .
substituicdes poderiam ser feitas a seqiiéncia listada que reteriam, e talvez
melhorassem, a eficacia do peptideo em tratamento de dor neuropatica ou
doenca neurodegenerativa, ou melhorariam suas propriedades farmacologi-
cas. Tais variantes de seqiéncia poderiam ser testadas em um ou mais dos
modelos descritos nos exemplos que seguem para avaliar sua eficacia tera-
péutica.

Por exemplo, sequéncias de IL-10 de espécies ndo-humanas
poderiam ser usadas para se obter seqiiéncias de peptideo derivadas de IL-
10 diferindo do peptideo derivado de IL-10 humano, peptideos derivados de
IL-10 humanos que podem exibir propriedades aperfeicoadas comparado
com a seqiéncia derivada de ser humano. Alternativamente, variantes po-
dem ser feitas através de inspecdo usando parametros empiricos conheci-
dos familiares aqueles versados na técnica de peptideos terapéuticos. Adi-
cionalmente, projeto de farmaco racional pode ser usado para construir uma
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variante de seqiiéncia que seria esperada exibir eficacia aumentada, design
de farmaco racional que pode ser baseado em andlise da estrutura tridimen-
sional de uma IL-10, um receptor de IL-10, ou um complexo de IL-10 com
um receptor.

Culturas primarias de cord@o espinhal dé rato sdo incubadas
com virions de rAAV2-SOD1-G93A para produzir uma cultura de célula_s
compreendendo uma ou mais células de neurénio motor transduzidas ex-
pressando SOD1-G93A. Os peptideos de IL-10 e embaralhados descritos
acima sao adicionados (em triplicata) a placas de cultura'de tecido contendo
culturas de células transduzidas com rAAV-SOD1-G93A em vérios.momen-

tos ap6s transdugdo. Placas de controle de células transduzidas ndo sao

tratadas com nenhum peptideo. Imunocitoquimica de SOD é realizada como

uma fungdo de tempo apés adigdo de peptideo para determinar se o pepti-
deo de IL-10, o peptideo embaralhado ou ambos melhoram os efeitos feno-‘
tipicos de expressdo de SOD1-G93A (isto é, formag&o de agregado de SOD
intracelular ou morte celular). ,

Se agregagdo menor ou morte celular for observada em culturas
tratadas com um ou ambos peptideos, o peptideo dando resultados positivos
no ensaio in vitro da presente invengdo ¢ entao submetido a estudo mais
extensivo (por exemplo, estudos in vivo em camundongos com ALS). Resul- -
tados positivos nos ensaios in vitro da presente invengdo incluem reducgao
em formagdo de agregado de SOD ou morte celular em 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 95, 98% ou mais. Eficacia em tratamento ou prevengao de .
ALS é por fim confirmada através de testes clinicos em individuos humanos.

Em outros experimentos, 500 variantes-de seqléncia do pepti-
deo de IL-10 mostrado acima s&o sintetizadas e ensaiadas quanto & ativida-
de em redugdo do fendtipo tipo ALS em neurdnios motores transduzidos
com rAAV-SOD1-G93A. Os peptideos mostrando a maior atividade sdo es-
tudados mais quanto & eficacia em tratamento ou prevengéo de ALS. |

Exemplos representativos, nao-limitantes, de outras seqﬁéncias
de IL-10 para uso com a présente invengao incluerh as sequéncias descritas
nos nuimeros de acesso NCBI NM000572, U63015, AF418271, AF247603,
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AF247604, AF247606, AF247605, AY029171, UL16720 (toda sequéncias
humanas), NM012854, 102926, X60675 (rato); NM010548, AF307012,
M37897, M84340 (todas seqﬁencias e camundongo), U38200 (equina);
U39569, AF060520 (sequéncias felinas); U00799 (bovina); U1 1421; 229362
(sequéncias ovinas); L26031, L26029 (sequéncias de macaque); AF294758
(macaco); U33843 (canina); AF088887, AF068058 (sequéncias de coelho);
AF012909, AF120030 (sequéncias de marmota); AF026277 (gamba);
AF097510 (porquinho-da-india); U1767 (cervo); L37781 (gerbil); AB 107649

(lhama e camelo).

Exemplo 3:

‘Triagem de Peptideos de GDNF como um Candidato para Tratamento de

ALS |

O valor do sistema modelo de ALS in vitro do Exemplo 1 da in-
vengdo é ilustrado mais através de um ensaio para avaliar o efeito de um
peptideo de fator neutréfico derivado de célula glial (GDNF) sobre ALS. Ex-
perimentos séo realizados essencialmente conforme descrito no Exemplo 2
exceto que um peptideo derivado de GDNF e uma verséo embaralhada dele
sao providos' ao invés do peptideo de IL-10. Se um peptideo de GDNF mos-
trar um resultado positivo no ensaio (isto &, se houver uma redugdo em ca-
racteristicas fenotipicas tipo ALS de neurénios motores transduzidos apos
tratamento com o peptideo), este peptideo pode ser estudado mais para
confirmar sua eficacia no tratamento ou prevengdo de ALS.

Em outros experimentos, 500 peptideos derivados de GNDF di-
ferentes sdo sintetizados e ensaiados quanto a étividade na reducgdo de fe-
nétipo tipo ALS em neurdnios motores transduzidos com rAAV-SOD1-G93A.
Os peptideos mostrando a maior atividade sdo estudados mais quanto a efi-
ciéncia em tratamento ou prevengao de ALS.

Peptideos de GDNF para uso na presente invengdo podem ser
derivados de varias sequéncias de GDNF conhecidas, incluindo aquelas
descritas nas Patentes U.S. Nos. 6.221.376 e 6.363.319, incorporadas aqui
a titulo de referéncia em suas totalidades, e Lin e outros, Science (1993)

260:1130-1132 para sequéncias de rato e humanas, bem como numeros de
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acesso NCBI AY052831, AJ0O01896, AF053748, AF063586 e L19063 para
sequéncias humanas; numeros de acesso NCBI AF184922, AF497634,
X922495, NM019139 para sequéncias de rato; numero de acesso NCBI
AF516767 para uma seqléncia de panda gigante; nimeros de acesso NCBI
XM122804, NM10275, D88351S1, D49921, U36449, U37459, U661955 para
sequéncias de camundongo; nimero de acesso NCBI AF469665 para uma |
sequéncia nippon Nipponia; numero de acesso NCBI AF106678 para uma
sequéncia de Macaca mulatta, e nimero de acesso NCBI NM131732 e
AF329853 para seqliéncias de peixe zebra. Seqiéncias de GDNF sao tam-
bém reveladas no Pedido de Patente U.S. No. 2003/0161814.

Essas e outras modalidades da presente invengdo ocorrerao
prontamente aqueles versados na técnica em vista da presente descrigéo.
Embora modalidades preferidas da presente invencao tenham sido descritas
em alguns detalhes, é compreendido que variagdes podem ser feitas sem se |
afastar do espirito e escopo da invengdo conforme definido aqui. Todas as
publicacdes, patentes e pedidos de patente citados aqui sdo incorporados

aqui a titulo de referéncia em suas totalidades.
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REIVINDICAGOES

1. Vetor de virus adeno-associado recombinante (AAV) compre-
endendo: pelo menos uma sequéncia de repetigdo terminal invertida (ITR)
de AAV; e um gene codificando superoxido dismutase (SOD). |

2. Vetor de acordo com a reivindicagéo 1, onde o SOD é SOD1.

3. Vetor de acordo com a reivindicagao 2, onde o0 SOD1 contém
uma mutacao associada com ALS.

4. Vetor de acordo com a reivindicagédo 3, onde o SOD1 contém
uma mutagao de Gly93Ala.

5. Vetor de acordo com a reivindicagéo 1, onde o vetor AAV é
um plasmideo. |

6. Vetor de acordo com a reivindicagdo 1, onde o vetor AAV é
um virion. | _ |

7. Vetor de acordo com a reivindicagédo 6, onde o virion de AAV

é derivado de AAV-2. _
8. Vetor de acordo com a reivindicagdo 6, onde o virion de AAV

‘é derivado de AAV-5.

9. Vetor de acordo com a reivindicagao 6, onde o virion de AAV

é derivado de AAV-6.
~ 10. Método de.tratameinto de um individuo compreendendo: ad-
ministrar ao dito individuo um vetor AAV codificando SOD.

11. Método de acordo com a reivindicagao 10, onde o individuo
tem um disturbio selecionado do grupo consistindo em ALS, doenca de Par-
kinson, doenga de Huntington, doenga de Alzhéimer, sindrome de Down,
artrite reumatdide, doenga de Crohn, doenga de Peyronie, colite ulcerativa,

degeneragdo macular, retinite pigmentosa, cataratas, isquemia cerebral, in-

‘farto do miocardio, trauma cerebral, trauma ao corddo espinhal, dano por

reperfusio, esquizofrenia, epilepsia, leucemia humana e diabetes.
12. Método de avaliagdo de compostos quanto a eficacia no tra-
tamento ou prevengao de esclerose amiotrdfica lateral (ALS) compreenden-

do:
transducdo de uma célula com um vetor AAV codificando SOD1
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contendo uma mutagao associada com ALS para produzir uma célula trans-
duzida, onde a dita célula transduzida exibe caracteristica fenotipica associ;
ada com ALS;

-exposi¢ao da dita célula transduzida a um composto de interes-
se; | |

determinacdo de se ou ndo a célula transduzida exposta ao
composto de interesse exibe uma redugdo nas caracteristicas fenotipicas
associadas com ALS.

13. Modelo in vitro para avaliagdo de compostos quanto & efica-
cia no tratamento de ALS compreendendo: 4 '

uma pluralidade de células transduzidas com um vetor AAV codi-
ficando um SOD contendo uma mutagao associada com. ALS.

14. Modelo de acordo com a reivindicagdao 12 ou reivindicagao
13, onde a mutagao é Gly93Ala. |

15. Modelo de acordo com a reivindicagdo 13, onde a pluralida-
de de células transduzidas com o vetor AAV compreende pelo menos 80%

de todas as células em uma populagéo de células em cultura.
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RESUMO

Patente de Invencdo: "VETORES AAV CODIFICANDO SUPEROXIDO DIS-
MUTASE". A

A presente invengdo refere-se a vetores de virus adeno-
associado (AAV) codificando superdxido dismutase (SOD), onde o vetor
AAV codificando SOD (AAV-SOD) pode ser usado para aplicar o gene SOD
a células alvo. As células alvo podem estar dentro de um individuo tendo
uma doenca ou condi¢do para a qual a aplicagdo de SOD as células alvo
prové um beneficio terapéutico e/ou um efeito terapéutico no individuo. Em
um outro aspecto, a invengéo refere-se a um sistema modelo para avaliagdo
de composfos qguanto a eficacia em trétamento de esclerose amiotrdfica late-
ral (ALS). O sistema modelo pode compreender uma pluralidade de células
transduzidas com um vetor AAV codificando um gene SOD; as célulaé
transduzidas podem exibir uma mudanga fenotipica associada com ALS. O
sistema modelo da invengéo pode ser usado para avaliar compostos quanto

a eficacia no tratamento de ALS.
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